Persistent bronchial inflammation in chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is considered the cause of ventilation disorders and related contamination with conditionally pathogenic microorganisms; the latter can proceed and transform into a full infection, which can aggravate and exacerbate COPD.
The aim of the study was to evaluate the relations between the oropharyngeal microbiota in patients with COPD and the clinical, functional, and prognostic parameters of the disease.
Materials and Methods. 64 patients with COPD were included in the study; the participants were scheduled to visit our clinic on two occasions. In the first visit, their medical history was studied in detail and the major examination procedures were conducted. Those included an assessment of the respiratory function, the 6-minute walk test, the degree of dyspnea by the Medical Research Council scale, body plethysmography, the diffusion capacity of the lungs, and a chest CT scan. The second visit took place 12 months after the first one to assess the changes in the course of the disease. The result was considered negative if, in the second examination, the patient's condition was found more severe. Oropharyngeal samples of all patients were sequenced to identify the V3-V4 variable sites of the 16S rRNA gene.
Results. It is found that the microbiological oropharyngeal patterns in COPD patients depend on the source of micro-aspiration. In addition, the changes in the oropharyngeal microbiota correlate with the severity and prognosis of the disease, as well as the patient phenotype. Based on the data obtained by sequencing parts of the 16S rRNA gene, the role of oropharyngeal microbiota in determining the course and prognosis of COPD has been elucidated.
Conclusion. The presented clinical and functional characteristics associated with oropharyngeal microbiota indicate that microaspirations from other body compartments not only affect the composition of oropharyngeal microbiota in patients with COPD but also have an important prognostic significance.
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Введение
Развитие вентиляционных нарушений при хрониче-ской обструктивной болезни легких (ХОБЛ) проявляет-ся прогрессирующим снижением скорости воздушного потока, ассоциированным с аномальным воспалитель-ным ответом легких на воздействие вредных частиц [1, 2], в том числе микроорганизмов [1] . В то же время хроническое бронхолегочное воспаление и ограниче-ние скорости воздушного потока создают условия для контаминации дыхательных путей условно-патогенной и патогенной флорой и изменения состава респира-торной микробиоты [1, 3] . В настоящее время поя-вились публикации, авторы которых рассматривают бактериальную контаминацию бронхиального дерева при ХОБЛ с позиции риска ее трансформации в ин-фекционный процесс, т.е. в качестве фактора риска развития обострений и прогрессирования заболева-ния [3, 4] . Однако роль в этом процессе особенностей состава микробиотических сообществ респираторного тракта, ассоциированных с фенотипом ХОБЛ, в насто-ящий момент остается дискуссионной.
Так, D.C. Chambers с соавт. [5] продемонстрирова-ли, что состав микробиоты респираторного тракта у пациентов с ХОБЛ преимущественно тяжелого тече-ния значимо отличается от бактериального пейзажа дыхательных путей здоровых лиц за счет снижения уровня Bacteroides и повышения представленности Firmicutes и Proteobacteria. Аналогичные результаты получили в ходе своих исследований E.S. Charlson с соавт. [6] . Высказываются предположения, что ано-мальный состав микробиоты может формировать-ся начиная с перинатального периода. E. Puscinska и соавт. [7] проанализировали особенности состава СТМ ∫ 2018 -том 10, №2 103 клиническая медицина микробиоты респираторного тракта новорожденного, изменение его в зависимости от характера вскармли-вания ребенка, применения матерью антибиотиков, предположив, что такое исследование прольет свет на причины формирования хронической легочной па-тологии. Однако ни одно из опубликованных иссле-дований не предлагает анализ состава микробиоты респираторного тракта с учетом характера прогрес-сирования и клинико-функциональных особенностей течения заболевания [8] [9] [10] [11] . Это связано прежде все-го с тем, что, во-первых, ХОБЛ является клинически гетерогенным заболеванием, во-вторых, определение состава микробиоты с применением классических ми-кробиологических методов исследований не дает пол-ноценной картины о ее составе.
В своей работе мы использовали фенотипическую классификацию ХОБЛ, основанную на клинико-функ-циональных различиях между пациентами. В сравне-нии с изолированным определением объема форси-рованного выдоха за 1 с (ОФВ1) она лучше отражает тяжесть и прогноз течения болезни. Состав микробио-ты в ходе исследования определяли с использовани-ем современных методов молекулярно-генетической идентификации микроорганизмов [1 , 4], что сущест-венно изменило объем наших знаний об орофарин-геальном микробиоме. Полученные результаты дали возможность разработать прогностическую модель тяжести течения и прогрессирования ХОБЛ в зависи-мости от таксономического состава орофарингеальной микробиоты.
Цель исследования -оценить зависимость вари-абельности состава орофарингеальной микробиоты у пациентов от клинико-функциональных особенностей течения хронической обструктивной болезни легких, ассоциированных с прогнозом заболевания.
Материалы и методы
Выполнено проспективное неинтервенционное ис-следование, в которое включены 64 пациента с ХОБЛ. Средний возраст составил 57 (50-63) лет.
Все больные характеризовались наличием под-твержденного согласно критериям GOLD 2015 диагно-за ХОБЛ [1, 2], установленного не менее чем за 12 мес перед включением в исследование, имели индекс ку-рения более 10 пачка/лет. На протяжении 4 нед, пред-шествующих включению в исследование, им не назна-чалась антибактериальная терапия.
Исследование проведено в соответствии с Хель-синк ской декларацией (2013) и одобрено локальным этическим комитетом Сибирского государственно-го медицинского университета (протокол №1927 от 28.03.2011 г.). От каждого пациента получено инфор-мированное согласие.
Исследование включало два визита пациентов. Во время первого визита всем больным проводили кли-ническое обследование со сбором анамнеза (в даль-нейшем будем называть их группой расширенного обследования). Толерантность к физической нагрузке определяли при помощи 6-минутного шагового те-ста. Степень одышки оценивали по опроснику MRC (Medical Research Council scale) в баллах, проводили исследование функции внешнего дыхания с брон-холитической пробой и диффузионной способности легких (бодиплетизмографию). Исследование вы-полняли на оборудовании MasterScreen Body (Erich Jaeger, Германия). Полученные данные сопоставляли с должными величинами, рассчитанными по общепри-нятым формулам, рекомендованным Европейским респираторным и Американским торакальным обще-ствами. Всем пациентам также проводили компью-терную томографию органов грудной клетки (КТ ОГК) на спиральном компьютерном томографе Somatom Sensation 40 (Siemens, Германия). Для денситометри-ческой оценки легочной ткани и структуры бронхов ис-пользовали программу Pulmo CT (Siemens, Германия). У всех больных во время первого визита взяты орофа-рингеальные мазки.
На основании клинико-функциональных показате-лей, полученных при обследовании, пациенты разде-лены на группы в соответствии с тремя фенотипами заболевания: «хронический бронхит» (n=30), «эмфи-зема» (n=14) и «смешанный» фенотип (n=20). В осно-ву стратификации положена классификация эмфи-зематозного и бронхитического фенотипов Burrows (1966) и Dornhorst (1955) в нашей модификации.
К фенотипу «хронический бронхит» отнесены па-циенты, у которых вне обострения ведущим клиниче-ским симптомом являлся кашель со слизисто-гнойной мокротой, при аускультации выслушивалось жесткое дыхание, разнотембровые хрипы, при проведении КТ ОГК преобладали признаки бронхита, показатель диффузионной способности легких имел нормальные значения.
К фенотипу «эмфизема» отнесены пациенты, у ко-торых вне обострения ведущим клиническим симпто-мом являлась одышка, кашель носил незначительный малопродуктивный характер, при аускультации выслу-шивалось ослабленное везикулярное дыхание с еди-ничными свистящими хрипами, при КТ ОГК выявля-лись признаки эмфиземы, обязательно была снижена диффузионная способность легких.
К «смешанному» фенотипу отнесены пациенты, у которых вне обострения ХОБЛ не выявлялось пре-обладания клинико-функциональных показателей бронхита или эмфиземы.
Во время второго визита, состоявшегося через 12 мес после первого, всем больным проводили кли-нико-функциональное обследование с оценкой часто-ты обострений ХОБЛ, определяли толерантность к физической нагрузке, оценивали степень одышки по шкале MRC, исследовали функцию внешнего дыха-ния с бронхолитической пробой. Была выполнена ком-плексная оценка динамики течения ХОБЛ за 12 мес наблюдения, учитывающая тяжесть симптомов, пост-бронходилатационное значение ОФВ1 и риск развития Микробиологические орофарингеальные паттерны при различных фенотипах ХОБЛ клиническая медицина обострений (GOLD 2015). Динамика заболевания счи-талась отрицательной, если при повторном обследова-нии пациент был отнесен к группе ХОБЛ с более тяже-лым течением. Взятие орофарингеальных образцов во время второго визита не проводилось.
Для статистической обработки данных анамнеза и клинико-функциональных показателей использован пакет программ Statistica 10.0. При сравнении частот качественных признаков применялся критерий χ 2 . Для оценки различия средних в попарно не связан-ных выборках использован U-критерий Манна-Уитни. Качественные данные представлены в виде абсолют-ных или относительных (%) величин, количествен-ные -с учетом вида распределения данных: при рас-пределении, отличном от нормального, -в виде Me [Q25; Q75]; при нормальном распределении -в виде М±SD, где М -среднее арифметическое, SD -стан-дартное отклонение. Проверку нормальности распре-делений полученных данных проводили по критерию χ 2 . Статистически значимой считали разницу значений при p<0,05. При выполнении корреляционного анали-за использован коэффициент Спирмена. Силу кор-реляционной связи оценивали следующим образом: сильная -от ±0,7 до ±1; средняя -от ±0,3 до ±0,699; слабая -от 0 до ±0,299. Образцы орофарингеальных мазков всех больных подвергали секвенированию по последовательностям гена 16S рРНК и V3-V4 вариабельным регионам со-гласно протоколу 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation, рекомендованному фирмой Illumina (США) для секвенатора MiSeq. Таксономическую классифи-кацию проводили по базе последовательностей гена 16S рРНК Greengenes v. 13.5 с помощью байесовско-го классификатора и программного комплекса QIIME (Quantitative insights into microbial ecology). Для на-хождения таксономических различий между разде-ленными по фенотипам группами образцов на уров-не операционной таксономической единицы (OTU) использовали метод, основанный на линейном регрес-сионном анализе и скорректированный под метагеном-ные данные, реализованный с применением пакета metagenomeSeq [12] . Для выявления кластеров микро-организмов использовали плагин CoNet версии 1.1.beta [13] программного обеспечения Cytoscape. Корреляцию между представленностями отдельных микроорганиз-мов определяли по методу Спирмена, учитывали кор-реляционные связи с коэффициентом корреляции 0,05 и более. С целью определения вклада особенностей состава орофарингеальной микробиоты в формирова-ние прогрессирующего течения ХОБЛ разработана про-гностическая модель с использованием пакета caret, в которой применили рекурсивное исключение перемен-ных при 10-кратной кросс-валидации.
Результаты и обсуждение
В ходе исследования проведен сравнительный межгрупповой анализ клинико-функциональных пара-метров пациентов с различными фенотипами ХОБЛ. Получены важные с клинической точки зрения дан-ные, свидетельствующие о том, что пациенты со «смешанным» фенотипом ХОБЛ характеризуются на-иболее тяжелым течением заболевания. Так, в срав-нении с фенотипами «хронический бронхит» и «эмфи-зема», больные со «смешанным» фенотипом ХОБЛ отличались бóльшим количеством обострений за год, более высоким значением индекса BODE. Показатели ОФВ1 при «смешанном» фенотипе были статистиче-ски значимо ниже, чем при двух других фенотипах (см. таблицу).
Пациенты, относящиеся к группе со «смешанным» фенотипом ХОБЛ, получали схемы ингаляционной те-рапии, рекомендованные больным с тяжелым и край-не тяжелым течением ХОБЛ: длительно действующие антихолинергические препараты + длительно дейст-вующие β2-агонисты + ингаляционные глюкокортикои-ды. Количество курсов антибактериальной терапии в течение года у них было значимо выше в сравнении с другими группами.
С целью выявления особенностей состава оро-фарингеальной микробиоты у пациентов с различ-ными клинико-функциональными типами течения ХОБЛ был проведен сравнительный анализ состава бактериальных представителей. Установлено, что наиболее представленными родами микроорганиз-мов (10% и более) в структуре идентифицированного микробиома ротоглотки во всех фенотипах (высоко-представленные таксоны) были роды Streptococcus, Veillonella и Prevotella (рис. 1). Полученные нами ре-зультаты согласуются с данными мировых исследо-ваний [14-17].
Анализ с использованием пакета metagenomeSeq низкопредставленных таксонов (менее 10% в струк-туре идентифицированного орофарингеального микробиома) выявил у больных с фенотипом «эм-физема» более высокое содержание бактерий-ком-менсалов, относящихся к бактериям типа Firmicutes СТМ ∫ 2018 -том 10, №2 105 клиническая медицина ставителей условно-патогенной орофарингеальной флоры. Для пациентов с фенотипом «эмфизема» -орофарингеальный микробиологический паттерн с преобладающими родами бактерий -представи-телей орофарингеальной нормобиоты и кишечной микробиоты (в том числе условно-патогенной). Для пациентов со «смешанным» фенотипом -орофа-рингеальный микробиологический паттерн, характе-ризующийся низким видовым разнообразием с пре-обладанием представителей желудочно-кишечной условно-патогенной микробиоты, относящейся к типу Firmicutes, в сочетании с орофарингеальным услов-но-патогенным кластером бактерий Porphyromonas + Prevotella + Fusobacterium.
Впервые было установлено, что клинико-функци-ональный фенотип ХОБЛ и соответствующий ему микробиологический паттерн определяют характер и прогноз течения заболевания.
На основании полученных результатов нами раз-работана прогностическая модель, которая дает возможность оценить вклад особенностей соста- Gemella (LogFC 8,303) (p<0,001). Также у этих пациентов обнаружена высокая обсемененность ротоглот-ки условно-патогенными бактерия-ми видов Prevotella melaninogenica (LogFC 11,738), Rothia mucilaginosa (LogFC 9,257) и Veillonella parvula (LogFC 10,631) (p<0,001). Образцы орофарингеальных мазков больных ХОБЛ со «сме-шанным» фенотипом демонстри-ровали наибольшую представлен-ность бактерий типов Firmicutes и Bacteroides (p<0,001) при низком видовом разно образии микробио-ты в сравнении с другими феноти-пами.
Для выявления у больных ХОБЛ паттернов респираторной микроби-оты, ассоциированных с конкрет-ными клинико-функциональными характеристиками, был выполнен анализ корреляционных связей по методу Спирмена.
При анализе таксономическо-го состава орофарингеальной микробиоты больных ХОБЛ с фе-нотипом «хронический бронхит» выявлен кластер условно-патоген-ных бактерий с сильной положи-тельной корреляцией между пред-ставленностью микроорганизмов внутри кластера: Fusobacterium + Prevotella + Mycoplasma + Bulleidia (r=0,701; р<0,05).
При анализе таксономическо-го состава орофарингеальной микробиоты больных ХОБЛ с фенотипом «эмфи-зема» получен кластер бактерий орофарингеаль-ной нормобиоты типа Firmicutes, а также кластер Actinobacteria с условно-патогенными бактериями желудочно-кишечной микробиоты рода Enterococcus с сильной положительной корреляцией между пред-ставленностью микроорганизмов внутри кластера (r>0,08; p<0,001 и r>0,08; р<0,05 соответственно).
При анализе таксономического состава орофарин-геальной микробиоты больных ХОБЛ со «смешанным» фенотипом получены два кластера условно-патоген-ных орофарингеальных бактерий с сильной положи-тельной корреляцией: Porphyromonas + Fusobacterium + Prevotella (r=0,832; р<0,05) и Streptococcus + Rothia (r=0,761; р<0,05).
Таким образом, у больных ХОБЛ выявлено три ми-кробиологических орофарингеальных паттерна с ин-дивидуальными клинико-функциональными характе-ристиками. Для пациентов с фенотипом «хронический бронхит» -орофарингеальный микробиологический паттерн с преобладающими родами бактерий -пред-клиническая медицина ва орофарингеальной микробиоты в формирова-ние прогрессирующего течения ХОБЛ. Отбор клас-сифицирующих признаков -семейств и видов микроорганизмов -и их анализ продемонстри-ровали, что повышение представленности в оро-фарингеальной микробиоте больных ХОБЛ бак-терий семейств Moraxellaceae, Peptococcaceae, Eubacteriaceae, Enterococcaceae, Staphylococcaceae и Actinomycetaceae является прогностически небла-гоприятным фактором прогрессирующего течения заболевания. На валидационной выборке созданная модель показала чувствительность 0,67 и специфич-ность 1, точность прогноза 75% при площади под ROC-кривой в 0,72 (рис. 2).
Таким образом, можно утверждать, что определен-ные изменения состава орофарингеальной микро-биоты являются значимым фактором прогрессирова-ния ХОБЛ. Для интерпретации полученных результатов ис-следования мы предположили, что бактериальный состав орофарингеальных микробиологических пат-тернов зависит от источника микроаспирации (желу-дочно-кишечный тракт, носоглотка, полость рта). В многочисленных исследованиях [15, 18, 19] проде-монстрирована роль в риске развития пневмоний и обострений хронических бронхолегочных заболева-ний условно-патогенных орофарингеальных бакте-рий, которые поступают в нижние дыхательные пути посредством микроаспирации очагов хронической инфекции, локализованных в верхних дыхатель- В ходе исследования также продемонстрировано высокое содержание бактерий -представителей желудочно-кишечной микробиоты в орофарингеаль-ных мазках от пациентов с фенотипом «эмфизема» с выделением микробиологического кластера бакте-рий орофарингеальной нормофлоры типа Firmicutes и родов Actinobacteria + Enterococcus (условно-пато-генная желудочно-кишечная микробиота). Область ротоглотки больных со «смешанным» фенотипом также характеризовалась контаминацией предста-вителями желудочно-кишечной микробиоты. В опу-бликованных [20, 21] работах продемонстрирова-но, что гастроэзофагеальная рефлюксная болезнь (ГЭРБ) ассоциирована с хроническими заболевани-ями бронхолегочной системы, в том числе с ХОБЛ, способствуя более тяжелому течению заболевания. В ходе проведенного нами исследования ГЭРБ вы-явлена у 11 пациентов (78,6%) с фенотипом «эмфи-зема», у 15 (75%) -со «смешанным» фенотипом, и лишь у 6 (20%) -с фенотипом «хронический брон-хит». Известно [14-17], что наличие кластера пато-генных бактерий родов Porphyromonas и Prevotella, выявляемых у больных со «смешанным» феноти-пом, клинически высокозначимо в развитии гнойно-воспалительных процессов, а изменения, вносимые желудочно-кишечной микробиотой в микробный со-став дыхательных путей, усиливают повреждающее воздействие «привычной» для пациента условно-патогенной микрофлоры на легочную ткань. Низкое видовое разнообразие микробиоты у этого фенотипа способствует меньшей ее устойчивости к воздейст-вию патогенов [17] и может обусловливать наиболее тяжелое течение ХОБЛ у больных со «смешанным» фенотипом в сравнении с другими.
Представленные клиническо-функциональные ха рак те ристики больных ХОБЛ, ассоциированные с особенностями качественного и количественного состава орофарингеальной микробиоты, позволя-ют констатировать, что микроаспирация из опреде-ленного источника не только влияет на состояние орофарингеальной микробиоты у конкретного па-циента, но и участвует в формировании феноти-па и прогнозе течения ХОБЛ. В настоящее время сложно определить, что первично в формировании определенного клинико-функционального феноти-па ХОБЛ. Первичными могут стать как фенотипиче-ские особенности заболевания человека с учетом установленного вклада ГЭРБ и патологии верхних дыхательных путей, так и особенности состава оро-фарингеальной микробиоты.
Установленное в ходе проведенной работы низкое видовое разнообразие орофарингеальной микробио-ты, характерное для пациентов с ХОБЛ со «смешан-ным» фенотипом, способствует более тяжелому, про-грессирующему течению заболевания.
Заключение
Установлено, что каждому фенотипу хронической обструктивной болезни легких, характеризующемуся отдельными клинико-функциональными особенностя-Рис. 2. Корреляционная сеть представ-ленности микроорганизмов в орофа-рингеальной микробиоте больных с различным прогнозом течения хрони-ческой обструктивной болезни легких В выборку включались переменные с на-личием корреляции по Спирмену 0,05 и более при р<0,05 после применения по-правки Беньямини-Хохберга на множест-венные сравнения. Синим ромбом на гра-фике отмечена оптимальная подвыборка переменных, позволяющая классифициро-вать пациентов с точностью 76% клиническая медицина
